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Mikrotiterpiatte 

Die Erfindung betrifft eine Mikrotiterpiatte, insbesonde- 
re zur Behandlung von Proben mit organischen Losungs- 
mitteln und zur Analyse mittels I ichterzeu gender Verfah- 
ren, mit in einem an sich bekannten Raster, beispielswei- 
se n X 8 X m x 12, angeordneten ProbengefaBen. 
Aufgabe ist es, eine aufwandgering herstellbare und gut 
handhabbare Mikrotiterpiatte zu schaffen, die fur eine 
Vielzahl unterschiedlichster Screening-Untersuchungen, 
einschlieBlich Fluoreszenz- und Lumineszenzmessungen, 
unter den jeweils spezifischen Anwendungsbedingun- 
gen, wie Losungsmitteleinsatz etc., universell anwendbar 
ist. Die Mikrotiterpiatte soli trotz kleiner Volumina (< 100 
Ml) der AnalysengefalSe problemlos, z. B. mit Filterpapier- 
stanzlingen, beschickbar sein. 

Erfindungsgemaft besteht die Mikrotiterpiatte (1) aus lich- 
tundurchlassiger, nichtfluoreszierender und gegen orga- 
nische Losungsmittel resistenter formnachgiebiger Ther- 
moplaste, wiethermisch verformbares Polypropylen, und 
besitzt, vorzugsweise durch thermische Abformung von 
einer Matrize herstellbare, kegelstumpfformige Proben- 
gefaBe (2) zur Aufnahme von festen und flussigen Proben 
im Mikrollter-Voluminabereich. Vorteilhaft ist eine Stabili- 
sierungsplatte (11) zur Aufnahme und ggf. Temperierung 
der Mikrotiterpiatte (1), wobei die Mikrotiterpiatte (1) 
zweckmaSig mit Hilfe einer Auswurfplatte (13) wieder se- 
pariert werden kann. 
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Beschreibung 



2 



Der Erfindung liegt deshalb die Aufgabe zu (Jrnnd. 
bung, b^cSei " Verbesserung der Handha- 



■eln undderen AnSvse TA.ungs.ni.- 
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analSrSn Losungsmuteln behandel, und danach 

iektp a^cf^u^ J ^ Hochdurchsalzscreenina-Pro- 

fSbte Sin'"^''^^'' Nutzungsnioglichkeit ffr ge- 

Mi^S^SSn S '°^""/''™«-'bestandige herkommliche 



- •-werteverfrhr^n ":7""^""8en schlieBen auch oplische Aus- 

tung. '^'"^ Ivosiengunsuge Probenauswtr- 

^elt'SSlTeSLu"^^^^^ f Mikrotiterplatte dabei ein- 

rgr~:— • "n.Tvr.Seren^r 

biS;„nJSS'''"''^"""^ der Mikrotiterplatte nut Sta- 
Fig. 2 Mikrotitcrplatte in Draufsicht 

te^Ste "^^"^^ Huoreszenzmessungin der J^ikrod- 

ScSning^TSTf GTal^'TS^""^" Neugeborenen- 
rase-Mangel ^^^°^^l-Phosphat-Uridyltransfe- 

Ne!SboS;n'?s?i„T„t'?^^^ ^'"^^ "uniaturisierten 
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kannien x-y-RasiennaB 8x12 insgesanii 96 ProbengcfaBe 2 
zur Aufnahnie und Behandlung von Probcn mil Voluniina 
im Mikroliierbereich besitzt. Die Mikroiilerplane 1 bestehi 
aus Polypropylen T.M-885/30-T1 480-1 60 und isl durch ther- 
inische Vertbnviung (Ablbrniung von einer Mairiizc) aus ei- 
ner iblienanigen Plaline hergcslelli. In dieseni Abfoniiungs- 
prozcB wurden gleichzeiiig die 96 Vcrlicfungen fur die Pro- 
bengefatie 2 in die Piatine eingepragi sowic Fonnslabilisie- 
rungselenienie von SeitenHachen 3 und 4, Fxkenabschra- 
gungen 5 und Abslufungen 6 crzeugi. Die cingcpragien Ver- 
tiefungen fur die ProbengefaBe 2 sind kegelslunipfformig, 
so daB ihr oberer Durchniesser 7 groBer als ihr unterer 
Durchniesser 8 am Boden der AnalysengefaBe 2 isl und Sei- 
lenwande 9 konisch ausgebildel sind (vgl. Fig, 2). Mit der 
kegeisiuinpffonnigen Ausbildung der ProbengefaBe 2 iiti pl- 
Probenvoluminabereich wird gegenuber einer bekannten 
Mulden- oder Kegelfomi eine gute und praktikabie Beschik- 
kung (u. a. auch mit Filicrpapicrstanzlingcn) enitoglicht. 
Die kleinen Hohlungen der ProbengefaBe 2 machen diese 
Untersuchungen. welche dadurch lediglich geringe Proben- 
niengen benotigen, in jeder Hinsichl sehr vorleilhaft und 
wirtschafdich. 

Das Material der MikroUterplatte 1 isi resistent gegen or- 
ganische Losungsniitiel, wie insbesondere Aceton, Acetoni- 
iriU MelhanoL BulanoK Hexan und Geiiiischen daraus, wo- 
durch auch eine diesbezugliche Eignung fur zahlreiche An- 
wendungsfalle (z. B. EnteiweiBung in der biochemischen 
und klinisch-chemischen Analytik. NaturstofFscreening, 
kombinatorische Chemie etc.) gegeben ist. 

Ferner ist dieses Material der Mikrotiterplatte 1 lichtun- 
durchlassig so wie nichtfluoreszierend, so daB die An wen- 
dung fur optische Analyseverfahren gegeben ist, ohne daB 
das GefaB material die Probenauswertuiig einschrankt oder 
beeinfluBt. 

Auf der Oberfiache der Mikrotiterplatte 1 (siehe Fig. 2) 
ist eine Koordinaienkennung 10 ftir das Raster der Proben- 
gefaBe 2 in Form von Buchsiaben und Zahlen der entspre- 
Ghenden Koordinate des 8x12 Probenrasters sichtbar. Diese 
kann bei spiels weise aufgedruckt werden (Siebdruck o. a,) 
bzw. gleich bei der thermischen Abfonming der Mikrotiter- 
platte 1 mit eingepragt werden. 

Um die mechanische Fonnstabilitat der Mikrotiterplatte 1 
(gerade fiir sehr diinnwandige und folienajtig flexible Plat- 
ten ausfiihrungen) bei der Verwendung zu erhohen, ist eine 
Stabilisierungsplatte 11 (Grundkorper) vorgesehen, auf wel- 
che die Mikrotiterplatte 1 aufgesetzt wird. Dazu besitzt die 
Stabilisierungsplatte 11 zwecks Aufnahme der Probenge- 
faBe 2 zu diesen korrespondierende Veniefungen 12 (siehe 
Fig. 1). Fig. 3 zeigt die Prinzipanordnung der Mikrotiter- 
platte 1 mit StabilisierungspiaUe 11 in seiUichen Schnittdar- 
stellungen (gelrennter und aufgesetzter Zustand). Die Dar- 
stellung entspricht der in Fig. 2 angedeutelen Schnittebene 
A-B. Eine diinnwandige und damit formnachgiebige Aus- 
fuhrung der ProbengefaBe 2 (folienartige Seitenwande 9) 
unterstiitzt dabei eine form- und kraftschliissige Passung der 
ProbengefaBe 2 in den Vertiefungen 12, was beispielsweise 
fiir einen engen Warmekontakt bei einer Temperierung der 
ProbengefaBe 2 uber die Stabilisierungsplatte 11 (in der 
Zeichnung nicht dargeslellt) relevant ist. 

Um ein praktikables Trennen der Mikrotiterplatte 1 von 
der Stabilisierungsplatte 11 zu ermoglichen, ist eine Aus- 
wurfplatte 13 vorgesehen, die zwei Auswurfstifte 14 besitzt. 
Die Stabilisierungsplatte 11 weist zwei mit diesen korre- 
spondierende L5cher 15 auf, durch welche die Auswurfsdfte 
14 hindurchgrcifcn und die Mikrotiterplatte 1 zura Auswurf 
an ihrer Unierseite antasten. Die Schnittdarstellung von Fig. 
4 entspricht dabei der in Fig. 2 angedeutelen Schnittebene 
CD. 



Uni die universelle Verwendbarkeit der erfindungsgemii- 
Ben Mikrotiterplatte 1 fur die unierschiedlichsten Proben- 
auswertungen zu dcnionstriercn. sollen vier Anwendungs- 
beispiele mit den Zeichnungen 5-8 vorgestel It werden. 

5 

Anwendungsbeispiel 1 

Fallung von Hamoglobin mi! organischcn Losungsmitleln 

10 Je ein 3 mm-Blulblatlchcn wird in jedes ProbengcfaB 2 
der Mikroiiterplatte 1 placieri und mit je 20 fil 100 niM Tri- 
athanolamin/HCL pH 7,8 mit 0,133%' (w/v) Digitonin, 0,9 
mM EDTA, 0,63 mM Dithiothreitol und 0,02% NaN^ (1 und 
2 in Fig. 5) bzw. H2O (3 und 4 in Fig. 5) zwei Stunden bei 

15 37 eluiert. Danach werden die Mikrotiterplatte auf 
Raumtemperatur abgekuhlt und in jeweils zwei Probenge- 
faBe i den tischje 40 pi (1 und 3 in Fig. 5) bzw. 60 pi (2 und 4 
in Fig. 5) der folgcndcn Losungsmittcl pipctticrt: (A) Ace- 
ton, (B) Acaetonitril, (C) Methanol, (D) Arhanol, (E) Propa- 

20 not (F) Isopropanol, (G) ButanoL l/l(v/v)-Mischungen aus 
(H) Athanol/Acelon, (I) Metanol/Aceton, (J) Butanol/Ace- 
ton, (K) Methanol/Athanol, (L) Methanol/Propanol, (M) 
Propanol/Aceton, (N) Methanol/Isopropanol, (O) Methanol/ 
Butanol und (P) H2O. 

25 BlutblaUcheneluat und Losungsmittcl werden auf einem 
Mikrotiterplattenschuttler gemischt und bei 4000 g fur 
5 min zentrifugiert. 5 pi des Uberstandes werden auf 
MN818 pipettiert und die Anwesenheit von Hamoglobin auf 
dem Filterpapier visuell beurleilt. Fig. 5 zeigt, daB unter al- 

30 len Bedingungen nur Aceton, Acetonitril, Propanol und Me- 
thanol und 1/1-Mischungen aus Methanol/Aceton eine kom- 
piette EnteiweiBung erzeugen. 
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Anwendungsbeispiel 2 
Fluoreszensmessung in der Mikrotiterplatte 



Die Fluoreszenz jeweils aller 96 ProbengefaBe 2 der Mi- 
krotiterplatte 1 werden leer, oder mit 80, 90 bzw. 100 ^1 ei- 
40 nes Puffers ohne oder mil NADH oder Methylumbelliferon 
gefuUt bei 460 nm (Anregung 355 nm) in einem an sich be- 
kannten Fluorimeterreader gemessen. In Fig. 6 sind Signal- 
Hohen und Unprazisionen dieser Messungen zusammenee- 
stellt. 

45 Die erfindungsgemaBe Mikrotiterplatte besitzt damit ge- 
geniiber herkommlichen zur Fluorimetrie verwendeten Mi- 
krodterplatten aus weiBem oder schwarzem Polystyrol ver- 
gleichbar gute Prazisionseigenschaften. 

Anwendungsbeispiel 3 

Miniaturisierter Neugeborenen-Screening-Test auf Galak- 
tose-l-Phosphat-Uridyltransferase-Akti vital 



50 



55 Zu jeweils einem Blutblattchen (3 mm 0) pro Probengc- 
faB 2 der Mikrodterplatte 1, welches Normalblut eines er- 
wachsenen freiwilligen Spenders oder entsprechende Ver- 
dunnungen im Eigenplasma aufgetrocknet enthalt, werden 
20 111 des Testgemisches pipettiert. Das Testgemisch enthalt 
60 100 mM Triathanolamin/HCl, pH 7,8, 0,133% (w/v) Digito- 
nin, 0,9 mM EDTA, 0,63 mM Dithiothreitol, 0,02% NaN3 
(w/v), 6,48 mM Galaktose-l-phosphat, 4,4 mM UDP-glu- 
kose, 4,82 mM NADR IndividueUe BUndwerte werden mit 
dem gleichen Testgemisch, aber ohne Galaktose-l-phosphat 
65 parallel mitbcstimmt 

Die Mikrodterplatte wird kurz auf einem Mikrotiterplat- 
tenschiitUer geschuuelt, mit einer Klebefolie abgedeckt und 
zwei Stunden bei 38°C inkubierl. Danach erfolgt die Entei- 
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wc.Bung durch Zugabe von 60 pi MerhanoiyAceton (l/l 
v/v). Schutteln unci Zenlrifuga.ion bci 4000 g fur 5 ndn Die 
Fluoreszenz der l^sung in den ProbcngefaGen 2 wird direk, 
n der M,kro,.,eT,la,.,e 1. welche in die S.^bilisierun^p at 
11 e.ngedruck. ,sl. bei 460 nn, (355 n.n Anresung) im Fluo 
rm.e>er getriessen. Die erlial.enen Signale (sLlen e le) und 

Die ^> gnailiolien ubersieigen diejenigen, die bei lier- 
konwnhchcn Tests ,rm groBercn Volumina e rcich, werdcn 

iesi lur bcreenin^zwecke gui geeignet. 

AnwendungsbeispicI 4 

unier Verwendung verschiedener En.eiweiBungsmittel 

Der miniaturisicrtc Test wird wie in Anwcndungsbeisnicl 
3 durehgetuhn, jedoch versehiedene Losunos.niuf l ak En 
.cwcBungsreagenz mit eine.n Volutnen von 40 Sw 60 

40 pi Alhanol. 

Fi^g .™"'^" Fluoreszenzen und Unprazisionen sind in 
i*Jg. 6 zusaminengesiellt. 

Es ist zu sehen, dafi die Lx)sungsmitrel Methanol und Ace- 

auch die hochsten Test-Huoreszenssignale bei gu en Test- 
pra^szonen ennoglichen. Propanoic Acetonitril unTAcelon 

Testputler und Alhanol entiernen das storendc Ha^noS 
nicht bzw. nur unvollstandig. ^""i^iooin 
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20 



25 
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Bezugszeichenliste 



1 Milcrotiterplatte 

2 ProbengefaB 
3, 4 Seitenflache 

5 Eckenabschragung 

6 Abstufung 

7, 8 Durchmesser 

9 Sei ten wand 

10 Koordinatenkennung 

11 Stabilisierungsplatte 

12 Vertiefung 

13 Auswurfplatte 

14 Auswurfstift 

15 Loch 



3.S 



40 



45 
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Patentanspriiche 

1. Mikrotiteiplatte, insbesondere zur Behandlung von 
Pn>ben nut or^anisehen Losungsmitteln undl^^Ar 55 

an s:ch bekannten Raster, bcispielsweise nx8xnixl2 

nn^T^^f'^^^'T'^' ^^-^ gekennS 
aer' nlhffl Mikrouteiplatte (1) aus lichtundurchlassi- 

te ^e S '^■"T"' ^''^"^'^hgiebigern^ermopl^ 
!t L ^ *^"n»«:h verformbarem Polypropylen be- 

Aufnahmc von fcstcn und flussigcn Probcn 65 
mi Mikrobter-Voluminabereich ausgebildet sind. 

zeichnet, daB die Thermoplaste mit colorierten Pig- 



menien versehen ist. 

3 Mikroliierpialie nach Ansprueh 1, dadureh eekenn 
.rPrr^.'^' Mikro.i.erpra.te (l)'Mit.er(3 
7.ur F.riiohung der Forn.stabilital, wie heispielswei.c 
Seiienflaclnen. Wulsic, Stufen, Faize, Sicken Absch^ 
gungen u.a. vorgeselien sind. ADschra 

4. Mikroiitorplaiie nach Ansprueh 1, dadureh cekenn- 
arei"ne K h^"' Mikroti^^^.L 

lioh, no^^'^i'J''*"''''""""^ da-s Raster der 

i robcngelaBe (2) angegeben ist. 

5. Mikroliterplarte nach AnsprucI, 4, dadureh gekenn- 
Sh":tnr 1" ^S-5<^i-'-kennung (10) ebenSs 
durch then usche Vertomiung in die Oberflache der 
Mikronierplatte (1) eingepragi ist 

6. Mikrotiterplatte nach Ansprueh 1. dadureh gekenn- 
zeichne, dafi eine StabilisieJungsplatte (11) vorgese- 

(iT au " k',h'"" V-^efungen derMlkrotiteSat e 
LLri^'; u'"*'" ProbcngefaBcn (2) korrcspondic- 
rende Autnahmevertiefungen (12) besilzt. in welche 

S^Sch W '^■'-^"^-Platte (1) fonn- uid 
Krartschlussig. eingesetzt werden 

7 Mikrotiteiplatte nach Ansprueh 6, dadureh eekenn 
^'ZlieZ't S-bilisieru'ngsplaUe (11) MftS^"r 
rempenerung besitzt, z. B. eine interne elektrische 
Heizspirak. Oder nii. solchen in Verbindung slehl, z B 
zu eineni Flussigkeitsbad. 

zeichnet. daB eme Auswurfplatte (13) vorgesehen ist 
die niindestens zwei Auswurfstifte (14) besiizt welche 
zu„, Auswurf der Mikrotiterplatte (1) aus S^aWi! 

H i^t f'^'""«^P'^"^ f") hindurchgreifen und 

d.e Mi krotiterplatte (1) von der Unterseite antasten. 

Hierzu 8 Seite(n) Zeichnungen 
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a: Intra-ass ay-Unprazi sion : 



GALT-Aktivitat 


Fluoreszens 


VK 


n 




(Mittel) 


(%) 




0 (Galaktosamie) 


8.84 


12.56 


12 


verdiinntes Normalblut 


37.84 


11.17 


20 


verdiinntes Normalblut 


116.58 


7.5.5 


21 


verdunntes Normalblut 


169.35 


6.80 


21 


Normalblut 


188.17 


7.03 


21 


Blindwert vom Normalblut 


8.15 


8.36 


21 



b: Inter-assay-Unprazision: 



GALT-Aktivitat 


Fluoreszens 


VK . 


n 




(Mittel) 


(%) 




0 (Galaktosamie) 


8,2 


19,3 


12 


verdiinntes Normalblut 


37,63 


17,2 


12 


verdumites Normalblut 


107,84 


7,8 


12 


verdiimites Normalblut 


150,78 


8,1- 


12 


Normalblut 


186,32 


4,3 


12 



Fig.7 
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Signal des GALT-Tests mit verschiedenen EnteiweiHungsmitteln 
20 [}\ Test, 60 (40) pi EnteiweiBungsIosung 

FLuoreszenz (SKT, 355/460 nm) 



200 



150 




X y y . 



EnteiweiBungsmlttel 
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Fluoreszens fN-litten 
± Staiidardabweichung 


V iV 


fler 

; P.i.alte.J3 




2^2 + 0,19 




6 


1 TiO 111 A 


3.69 + 0,31 




3 


MLUYi r*fj*\ujrL m A 








100 l-Ll 


523.73 ±6,91 


1,32 


3 


90 Ml 


525,79 ±7.65 


1,45 


3 


80 lil. 


525,5 ±7,77 


1,47 


3 


Oa fllM NADH in A, 100 nL 


477. S ± 8,46 


U77 


1 


0,1 mM' NADH in A, 100 ;il 


360 A ±5.94 


1,65 


3 


M&thylumbdliferon in B, 100 |jj 








2637,3 ±5h69 


1,96 


I 


5,0 fiM f 


5823,(55 ± 120.55 


2,07 


2 



A: 100 mM Tnatbanokniin/HCl pH 7,8, B: 1 M Die-flianolaniinmci pH 9 S 
Hiioreszenjvverte .^ind di6 Mi^tel und Sfimdai-dab^ichungen von c 
in = z X 96), MitteJ der Vatiaticmskoeffiaienteii aller z Einzei-W der 
geroessenen Flatten: ^ acr 
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a: Intt^a-assay-Unprazision: 



Gx^T-AMivitat 


Fluoreszens 


VK 


n 






(%') 




0 fGalalitosamie) 


8.84 


12.56 


12- 


verdtinntes Normalblut 


37 M 


11.17 


20 


verdtirinte« Nonnalblut 


116.5S 


7.5S 


21 


verdtinntes NomiaJblut 


169.35 


6.S0 


21 


Ivlormalblut 


188.17 


7.03 


21 


Blindwert vom Noiiaalblut 


8.15 


S.36 


21 



b : Itxter-assay-UnprasiBion : 



GALT-Aktivitai 


Fluoreszens 


VK 


n 




(Mittel) 


(%) 




0 fGalaktosamie) 


8,2 


19,3 


12 


verdunJtlt<5S Normalblut 


37,63 


17,2 


12 


vei-diinntes- Notmalblut 


107,84 


7,S 


12 


verdunutes- Notmalblnt 


150,78 


8,1. 


12 


Noj-m^lblut 


186,32 


4,3 


12 



Fig.7 
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BASIC-ABSTRACT: NOVELTY - The microtitration plate (1) is opaque 
non-fluorescing and resistant to organic solvents. It is thermoformed from 
eg polypropylene. Its frustrated conical sample recesses (2^ accept so^Td 
and liquid microlitre samples. DETAILED DESCRIPTION - Preferred ^eSrJs The 
thermoplastic includes coloured pigments. Its e.g. side surfaces (3 J) 
bulges, steps (6), .folds, beads and/or bevels (5); are provSd for 
reinforcement. Scale markings define a grid for sample location, which is 
embossed during thermoforming. A companion, stabilizing base pJke has Joles 
corresponding with the sample recesses of the microtitrltion pla?e in?o whi?h 
they are inserted and locked into position, held under friction ThJs base 
includes tempering equipment, such as an internal heating spiral, or L in 
contact with e.g. a fluid bath. A further plate (not shown) whi^h carries 
e:ection pegs, pushes the microtitration plate out of the stabiUzing base, 

sample"^^''^"^ ""^^ ^° ^^^^^ against the bases of the 

recesses . 

USE - For handling a wide variety of samples including organic solvents The 
grid is a standard pattern, suiting automatic equipment. 

ADVANTAGE - This plate is extremely simple and economical to manufacture, and 
of near-universal application. Optical techniques may be used, without 
fo^H^n sensitivity. The conical form assists sample 

DRAWTMr;<.f f-g- filter paper stampings. DESCRIPTION OF 

c^f^^? ~, ^^"^"1 isometric view is shown (1) microtitration plate; (2) 
conical sample recesses; (3, 4) side surfaces; (5) bevels; (6) steps.. 

CHOSEN-DRAWING: Dwg.1/8 
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TITLE-TERMS: 

I^pL'^RECEsf pLp?^ ""'"^Q"" ^^^^"^ POLYPROPYLENE STANDARD GRID CONICAL 

SAMPLE RECESS COMPLEMENTARY SUPPORT STAND EJECT PLATE ' ^uni<^AL 

DERWENT-CLASS: A89 B04 D16 J04 503 

CPI-CODES: A04-G03E; A12-L04; B04-C03B; B11-C08; B12-K04; D05-A01C1; J04-B01; 
EPI-CODES: S03-E04X; 

CHEMICAL-CODES: 
Chemical Indexing Ml *01* 
Fragmentation Code 

H7 H721 M210 M213 M231 M320 M416 M423 M424 M610 
M740 M781 M903 M904 M910 N102 P831 Q233'q435 V743 
Specfic Compounds 
00964Q 00964U 
Registry Numbers 
0964S 0964U 

Chemical Indexing M6 *02* 
Fragmentation Code 

M903 P831 Q233 Q435 R515 R533 R639 
UNLINKED-DERWENT-REGISTRY-NUMBERS: 0964S; 0964U 

ENHANCED-POLYMER-INDEXING : 
Polymer Index [1.1] 

018 ; R00964 G0044 G0033 G0022 DOl D02 D12 DIO D51 D53 D58 083 • 
HOOOO ; S9999 S1434 ; H0317 ; P1150 ; P1343 ' 

Polymer Index [1.2] 

018 ; NDOl / K9416 ; N9999 N6111 N6097 ; Q9999 Q7794*R • 09999 Oft-^SS 
Q8264 ; B9999 B4375 B4240 ; B9999 B4262 B4240 ' ^^^^^ Q^^" 

Polymer Index [1.3] 

018 ; A999 A102 A077 



SECONDARY-ACC-NO : 

CPI Secondary Accession Numbers: C1999-053270 
Non-CPI Secondary Accession Numbers: N1999-133575 
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